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ABREGfe 

Substance neuroactive et utilisations d'une telle substance. 

L'invention concerne une substance neuroactive caract6ris£e en ce 
qu'elle r6pond k la formule (O) 



10 




dans laquelle Rl, R2, R3 et R4 sont identiques ou different s et sont des 
radicaux m^thyle ou Sthyle. Pr6f6rentiellement, la substance neuroactive la 6S- 
ac6tyMR,5R-dim6thyl-lR(10S)-dpoxy-2R-hydroxy-7R-acaoxyd6cahydro 
15 naphtal&ne qui peut etre isol6e k partir du cnidaire Rhytisma fulvum. Cette 

substance neuroactive peut etre utilis6 comme r^actif pharmacologique dans le 
cadre de travaux de recherche et pr£sente des potentiality d' utilisation dans le 
domaine de Pindustrie (insecticides) ou dans le domaine de la sant6. 
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Substance neuroactive et utilisations d'une telle substance. 

L'invention concerne principalement le domaine de la biochimie. 
Plus pr£cis£ment, l'invention concerne le domaine des substances 
neuroactives. 

5 Les cellules sont d£limitees par des membranes qui pr£sentent des 

perm6abilit6s s^lectives pour plusieurs ions, essentiellement les ions Na*, K + , 
Ca 2+ etCl\ 

Ces permeability sglectives sont assumes par des canaux ioniques qui 
sont constitu£s par des prolines transmembranaires formant des pores au travers 
10 des membranes cellulaires. 

Ces pores autorisent les flux transmembranaires passifs d'ions et jouent 
ainsi des rdles pr£pond£rants dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que 
l'excitation, la transmission synaptique, la s6cr6tion ou la contraction. 

Les flux ioniques au travers de la membrane sont soumis h une force 
15 eiectrochimique d£termin£e k la fois par une repartition asymetrique de chacun 
des ions de part et d'autre de la membrane, c'est-i-dire un gradient de 
concentration, et par un champ 61ectrique, suivant liquation de Nernst. 

Toutes esp&ces ioniques consid6r6es, le syst&me 6volue vers un 6tat 
d*£quilibre qui d6finit le potentiel de la cellule au repos. Selon le type cellulaire, 
20 ce potentiel varie entre --40 mV et -90mV. 

Les canaux ioniques ont done un rdle primordial dans la fonction 
cellulaire et beaucoup duplications sont attendues pour des produits actifs sur 
ceux-ci. 

De telles substances neuroactives agissant sur les canaux ioniques 
25 pr^sentent notamment un intdret pour la recherche fondamentale, puisque 
employes comme agents pharmacologiques, ils permettent de mieux connaitre 
les m^canismes des fonctions nerveuses. 

Paralldlement, on sait qu'un certain nombre de maladies ou syndromes 
sont li£s aux troubles de l'excitabilite neuronale. De telles substances 
30 neuroactives agissant sur les canaux ioniques peuvent done aussi aider au 
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developpement de nouveaux medicaments. 

De nombreux domaines lies k un derfcglement du systeme nerveux central 
sont ainsi k l'heure actuelle explores : les douleurs neuropathiques (spontanees 
ou associees aux operations, cancers, zonas etc.), les maladies 
neurodegeneratives (maladie d' Alzheimer, maladie de Parkinson), les troubles 
psychiques (schizophrenic) ou neurologiques (epilepsie). 

II existe done un besoin pour de nouvelles substances neuroactives et 
notamment pour celles susceptibles d'agir sur les canaux ioniques. 

Depuis une cinquantaine d'annees, la recherche de metabolites bioactifs 
s'est tournee vers le monde marin. En effet, de par leur incroyable biodiversite, 
les espfeces oceaniques constituent un gigantesque reservoir de substances 
naturelles. 

Par exemple, en ce qui concerne les substances neuro-actives, Fomega- 
conotoxine a ete isoiee k partir d'un mollusque (Conus magus). Cette substance, 
qui bloque certains canaux calciques, presente une efficacite 100 k 1000 fois 
superieure k celle de la morphine. Elle est maintenant utilisee pour la realisation 
d'un medicament destine k lutter contre la douleur : le ziconotide (marque 
deposee). 

Un objectif de la presente invention est done de proposer une nouvelle 
substance neuroactive agissant sur les canaux ioniques membranaires. 

En particulier, un objectif de la presente invention est de proposer une 
telle substance susceptible d'agir sur un type de canal calcique. 

Encore un autre objectif de la presente invention est de proposer une telle 
substance presentant une potentialite pour la realisation de medicaments destines 
k lutter contre les troubles de Vcxd^tz^£ neuronale (canalopathies). 

Encore un autre objectif de la presente invention est de presenter une telle 
substance neuroactive qui pourrait, le cas echeant, etre utilisee comme 
insecticide, ou antagoniste, chez l'homme, des effets toxiques de certains 
insecticides. 

Ces differents objectifs sont atteints grace k V invention qui concerne une 
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substance neuroactive caract6ris6e en ce qu'elle r6pond h la formule (O) 



^t- -C^ 




- /s 



dans laquelle Rl, R2, R3 et R4 sont identiques ou diff &rents et sont des 
10 radicaux m&hyle ou 6thyle. 

PrSfSrentiellement, ladite substance r6pond k la formule (I) 



ho^ ch; 



20 qui prtsente une stereochimie particuliere par rapport a la formule (O) 

De facoh pr6feree entre toutes, cette substance est constitute par le 6S- 
ac6ryMR,5R-d1m6thyl-lR(10S)-6poxy-2R-hydroxy-7R- 
acetoxydecahydronaphtalene de formule (II) 



25 
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Une telle substance r£pond k la forniule (I) indiquee ci-dessus avec Rl, 
R2, R3 et R4 constitue chacun par un radical m6thyle. 

Cette substance a 6t6 isoiee par les inventeurs chez un corail, k savoir le 
cnidaire Rhytisma fulvum. 
5 L'espfece Rhytisma fulvum appartient a la famille des Alcyoniidae k 

Tordre des Alcyonacea, k la sous classe Octocorallia, k la classe Anthozoa, et k 
l'embranchement Cnidaria. Cette espfece de cnidaire a 6t6 decrite par Forskal en 
1775 et par Alderslade en 2000 (ZooLMed.Leiden, 2000, 74(16) : 237-249). 

Rhytisma fulvum est un corail qui pr^sente une large distribution 
10 bathymetrique puisqu'il s'etend de -3m k -40m. Sa distribution g6ographique le 
localise dans les mers tropicales sur des sites ponctuels mais d'une mani&re 
particulidrement abondante. On le trouve notamment en Mer Rouge, k Zanzibar, 
k Madagascar, aux lies Paternoster (Indonesie), en Papouasie, en Nouvelle- 
Guin6e et le long de la grande barrfere de corail australienne. 
15 De nombreux metabolites ont d6jk 6t6 isoies de Rhytisma fulvum 

notamment par Bowden et al. Tetrahedron Lett., 1980, 21 (32) : 3105-3108, par 
Green et al. J.Nat.Prod., 1992, 55 (9) : 1186-1196 et Wessels et al. J.NatProd., 
2001, 64 (3) : 370-372. Aucune activity pharmacologique n'a €\€ associ6e k 
ceux-ci. 

20 Tous ces metabolites appartiennent k la classe chimique des terpfcnes. A 

la connaissance de la Demanderesse le metabolite de formule (II) n'a jamais 6t6 
dficrit. 

Tel qu'il sera expose ci-aprfes plus en details, les inventeurs ont prouve 
que cette substance de formule (II) presentait une neuroactivite chez la blatte. 
25 Plus precis6ment, les chercheurs out prouve que cette substance de formule (II) 
etait un activateur specifique des canaux calciques transitoires k bas seuil 
deactivation, ce qui en fait, k leur connaissance le premier activateur 
membranaire de ce type de canaux calcium. 

Cette substance (II) pourra done etre utilisee en recherche fondamentale k 
30 titre de r6actif pharmacologique notamment dans le cadre de travaux impliquant 
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les canaux ioniques membranaires. 

Pour l'instant, les chercheurs n'ont pas encore d6termin6 si cette 
neuroactivit6 etait sp6cifique aux insectes ou existait aussi chez le mammifere, 
voire chez l'etre humain. 
5 Si la neuroactivitfi de cette substance se r£v61e ult£rieurement spgcifique 

aux insectes, cette substance sera susceptible d'Stre utilis£e pour la realisation 
d'insecticides. Dans ce cadre, cette substance pourra etre utilis£e seule ou en 
combinaison avec au moins un autre insecticide tels que notamment ceux 
induisant une neuroactivite contraire k celle du compost selon l'invention. 

10 Si au contraire, la neuroactivit£ de cette substance est 6galement observ6e 

chez Tetre humain, cette substance pourra etre utilis£e pour 
- la fabrication de medicaments activateurs de neurones dopaminergiques par 
exemple pouvant Stre utilise notamment pour lutter contre la maladie de 
Parkinson qui est caract6ris£e entre autre par une diminution de la frequence des 

15 potentiels d'action de ce type de neurones ; 

la fabrication de medicaments destines k lutter contre la diminution de la 
frequence des potentiels d* action des neurones k activity pacemaker. Cette 
fabrication pourra etre Vendue k une utilisation dans la lutte contre les troubles 
cardiaques. 

20 On notera que la substance de formule (II) isol£e par les inventeurs chez 

Rhytisma fulvum pourra tout k fait etre synth£tis£e par voie chimique. Dans ce 
cadre, il pourra etre obtenu des substances de formule (I) dans lesquelles les 
radicaux Rl, R2, R3, R4 seront constitu^s par des radicaux methyle et/ou ethyle. 
Les inventeurs estiment que les substances de formule (O) ou de formule (I), 

25 proches de la substance de formule (II), sont susceptibles de presenter eux aussi 
une neuroactivite et done d'Stre utilises pour les mSmes applications que celles 
indiqu£es ci-dessus. 

L'invention, ainsi que les diffcrents avantages qu'elle presente seront 
plus facilement compris grace k la description qui va suivre des travaux menes 

30 par les inventeurs demontrant la neuroactivite chez la blatte (Periplaneta 
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americana) de la substance de formule (II). Cette description donnSe en 
reference aux figures dans lesquelles : 

- les figures 1 et 2 concernent les trois types de courants calciques ; 

5 - les figures 3, 4 et 5 concernent Teffet de la substance de formule (II) 

sur T activity Slectrique spontan€e des neurones DUM de la blatte ; 

- la figure 6 concerne Tinfluence de la substance de formule (II) sur des 
potentiels d'action d6clench6s sur des neurones DUM de la blatte ; 

- la figure 7 concerne Teffet de la substance de formule (II) sur le 
10 courant calcique HVA lors d'une impulsion d£polarisante ; 

- la figure 8 concerne Teffet de la substance de formule (II) sur 
Tamplitude du courant calcique LVA global en fonction du temps ; 

- la figure 9 concerne Teffet de la substance de formule (II) sur 
r amplitude du courant calcique LVA global en rSponse k une 

15 impulsion d£polarisante ; 

- la figure 10 concerne Teffet de la substance de formule (II) en 
presence de chlorure de nickel sur Tamplitude du courant calcique 
LVA met HVA; 

- la figure 11 concerne Teffet de la substance de formule (II) en 
20 presence de chlorure de nickel sur Tamplitude du courant calcique 

LVAm enregistr6 lors d'une impulsion ddpolarisante ; 

- la figure 12 resume les effets de la substance de formule (II) sur 
Tamplitude des diffSrents courant calciques. 

25 2625 g de corail Rhydsr^ f~i»*^ pgchd au large de Djibouti ont 6t6 

utilises pour obtenir un extrait Sthanolique de 33,5 g (rendement 1,28%). 

La substance de formule (II) a 6t6 extraite par un proc&te classique de 
chromatographic selon le mode op^ratoire d^crit ci-apres. 

L'extrait Sthanolique de Rhytisma fulvum a 6t6 soumis k une 
30 Chromatographic Liquide sous Vide (CLV) sur silice. L'&ution a 6t6 effectutJe 
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avec un melange de dichlorom€thane (CH 2 C1 2 ) et de methanol (MeOH). 

Une Chromatographic Liquide sous Vide avec une phase stationnaire 
apolaire C l8 a ensuite 6t6 effectu6e sur la fraction CH 2 Cl 2 /MeOH 98 :2 obtenue k 
l'6tape pr6c6dente avec un £luant constitu6 par un melange de methanol (MeOH) 
5 et d'eau. 

Une Chromatographie Liquide sous Vide sur silice a ensuite 6t6 effectuSe 
sur la fraction MeOH/H 2 0 50 :50 obtenue k T6tape pr6c6dente avec un 61uant 
constitu6 d'hexane et d'acdtone. 

Une Chromatographie Liquide Haute Performance sur gel de silice 
10 (Nucteosil® 5)i mSi) a ensuite 6t6 effectude sur la fraction hexane/ac6tone 60/40 
obtenue k T£tape pr6c6dente avec un 61uant constitu6 de dichlorom6 thane et 
d^thanol (EtOH) 

La fraction pr€sentant un temps de retention compris entre 7 mn 30 et 9 
mn a ensuite 6t6 ensuite soumise k une Chromatographie Liquide Haute 
15 Performance sur gel de silice (Nucl6osil® 5pi mSi) en utilisant un £luant 
constitu6 de dichlorom^thane et d'dthanol (EtOH) ce qui a permis Tobtention de 
deux fractions dont Tune pr6sentant un temps de retention compris entre 25 k 34 
minutes. Cette fraction a 6t6 analysde et a permis de conclure qu'il s'agissait 
d'un compost de formule (II). 
20 Lors de ces experiences, Ie materiel chromatographique utilise pour la 

Chromatographie Liquide sous Vide prfisentait les caract^ristiques suivantes : 

adsorbant : silice 60 A, granulomStrie 35-70 //m, Chromagel 
SDS ; C lg , 60 A, granulom&rie 60 /^m, Macherey-Nagel 

colonne de verre avec de la laine de verre comme filtre. 
25 Le materiel chromatographique utilis6 pour la Chromatographie Liquide 

k Haute Performance prdsentait quant k lui les caract^ristiques suivantes : 

- manom&tre : 806 module manomStrique, Gilson 

- pompe k solvants : 305 pump, Gilson 

- injecteur : vanne Rheodyne, boucle 100 ftL 
30 - d6 tecteurs : 1 1 5 UV et 1 32 RI, Gilson 
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15 



- imprimante : SE120, BBC Guerz Metrawatt 

- colonnes analytiques : 250 x 4.6 mm, Nucleosil 5 j*m Si 

- colonne preparative : 250 x 22 mm, Rsil 10 fim 

- seringue : 100 jiL ou 500 j*L, Hamilton. 
On notera que la substance de formule (II) a 6t6 obtenue avec un 

rendement de 1,05% par rapport a l'extrait dthanolique de depart, c'est-a-dire, 
0,0013% en poids par rapport a la matiere premiere. 

La neuroactivit<S de la substance de formule (I) a ensuite 6t6 testee par 
injection sur des larves de dipteres. Dans ce cadre, les inventeurs ont utilise des 
larves de Cyloraphes de l'espece Phormia terrae novae au stade larvaire in, 
juste avant le stade imago permettant la m&amorphose en pupe ou en nymphe. 
Ce type de larves est disponible dans les magasins de peche et se conserve dans 
du son a 4°C pendant 10 jours maximum. 

L'injection du produit est realisee a l'aide d'une micro-seringue de 
precision equipee d'une aiguille hypodermique biseautee. L'aiguille est inseree 
au niveau du dernier segment abdominal de l'animal face dorsale. L'injection est 
consideree comme reussie si la larve est toujours mobile au bout de l'aiguille. 
Dans ce type de test, une contraction ou une relaxation d'un minimum de 5 
secondes est deTmie comme une r6ponse positive, l'intensit^ et la duree etant 
20 cependant dose-dependante tandis que l'absence de tout symptdme sur 10 min 
constitue une reponse negative. 

La substance (II) a 6t6 testee en injectant une dose unique de 350 u.g de 
produit par larve (poids moyen des larves 70 mg), au moyen d'une injection de 7 
25 ul d'une solution a 50 mg/ml du pr=±rt ±3is le melange eau : DMSO 85- 15 v/v. 

Cette concentration a ensuite 6t6 diluee de moitie jusqu'a ce qu'aucune 
activity des larves soit d^tectee. 

Ces tests ont peimis d'6tablir que la concentration minimale active sur les 
larves de dipteres de la substance de formule (II) est de 3,1 m par /<L et par 10 
30 mg de larves. 
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Le poids moteculaire de la substance de formule (II) etant de 296 g par 
mole, la CMA de celle-ci est done d'environ 1 mM / mg de larves. 

Les inventeurs ont ensuite 6tudi6 les effets possibles de la substance de 
formule (II) sur les courants ioniques membranaires neuronaux. 
5 Dans un premier temps, les canaux sodiques et potassiques neuronaux ont 

6t6 etudies. Ces canaux sont impliquSs dans la genfcse des potentiels d'action. 

Cette etude a €t6 men6e sur des axones geants de blattes (Periplaneta 
americana). L'axone g6ant de ces blattes a 6t6 isoie dans un connectif d'une 
chaine nerveuse abdominale ventrale. 
10 Lors de Pexperimentation, Faxone est baigne par du liquide 

physiologique. L'experimentation se fait en potentiel impost et en courant 
impose en absence et en presence de la substance de formule (II). 

Cette experimentation n'a permis de constater aucun changement sur le 
potentiel d'action. La substance de formule (II) n'a done pas d'activite sur les 
15 canaux sodiques et potassiques axonaux de blatte. 

Une seconde experimentation a 6t6 men6e sur les neurones dorsaux 
impairs et medians (neurones DUM pour Dorsal Unpaired Median Neurons) du 
syst&me nerveux central des blattes (Periplaneta americana). Ces neurones 
s£cr&tent notamment une amine biogfene, Toctopamine, un neurom&liateur dont 
20 la structure chimique est proche de la dopamine des vert£br£s. lis constituent un 
bon mod&le d*etude car ils pr€sentent des propri6t6s 61ectrophysiologiques 
proches de celles des neurones dopaminergiques des vertebras. 

Ces neurones DUM sont isol£s k partir de la ligne medio-dorsale du 
dernier ganglion abdominal terminal de la chaine nerveuse des blattes miles 
25 adultes, par digestion enzymatique et dissociation m£canique, selon la technique 
d£crite par Lapied et al, (J. Exp. Biol, 1989, 144 : 535-549). Les neurones ainsi 
isotes sont maintenus en culture h 29°C pendant 24h avant experimentation. La 
technique du patch-clamp en configuration cellule enttere est utilis£e pour 
mesurer Factivite 61ectrique ainsi que les courants calciques (conditions de 
30 potentiel et/ou de courant impost) selon la methode decrite par Grolleau et 
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Lapied (J.Neurophysiol. 1995,73 : 160-171). 

Une telle experimentation a eu pour objectif de determiner sur quel type 
de canal calcique la substance de formule (II) agissait 

II existe en effet deux grands groupes de canaux calciques, & savoir les 
5 canaux calciques k haut seuil deactivation (HVA pour High Voltage Activated 
calcium channel - voir figure 1) et les canaux calciques k bas seuil deactivation 
(LVA pour Low Voltage Activated calcium channel - voir figure 2). Parmi les 
canaux calciques k bas seuil deactivation, on distingue les canaux calciques LVA 
transitoires (LVAt) et les canaux calciques LVA maintenus (LVAm). 
10 Les courants calciques HVA s'activent pour des potentiels proches de 

-30mV. 

Les courants calciques LVA s'activent pour des potentiels plus n£gatifs 
compris entre -70 et -50 mV. 

Le courant calcique LVA transitoire est caract6ris6 par un seuil 
15 d'activation k -70 mV. L'inactivation est dgpendante du potentiel et 
ind^pendante de Tinflux de Ca 2 \ Ce courant qui est sensible au chlorure de 
nickel (100 \iM) est impliqu£ dans la phase initiate de pr£-d£polarisation. II 
correspond au courant de type T classique des vert€br€s. 

Le courant calcique LVA maintenu se distingue par un seuil d'activation 
20 k -60 mV, une inactivation d£pendante du potentiel et de la concentration 
intracellulaire de Ca 2+ . II est insensible au chlorure de nickel (100 \iM) et est 
impliqu£ dans la phase terminate de la pr£-d£polarisation. 

Une premtere s6rie d'expdriences sur les neurones DUM a permis de voir 
un effet de la substance de formule (II) sur r activity Slectrique « pacemaker ». 
25 Les experiences ont 6t6 r6alis6es en presence de 4-aminopyridine (4-AP, 2 mM) 
afin de bloquer le courant potassium de type A, lequel intervient normalement 
pour maintenir une frequence basse de d£charge des potentiels d'action (Grolleau 
et Lapied, 1995). En absence de 4-AP, Tactivation de ce courant est susceptible 
de masquer une variation £ventuelle de la frequence de dgcharge des potentiels 
30 d'action. 
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Comme le montre la figure 3 ci-apres, la frequence des potentiels 
d'action est affectee, mais l'amplitude reste inchangee. En presence de la 
substance (II) a 100 pM, la frequence est augmented d'un facteur 2,1 qui est 
statistiquement significatif comme le montre la figure 4. La phase de post- 
hyperpolarisation est egalement augmented comme le montre la figue 5. Enfin, la 
pente de la pre-depolarisation est plus elevee, ce qui a pour consequence un 
declenchement plus precoce du potentiel d'action, sans changement dans sa 
duree, ni dans son amplitude. 

Des experiences ont Egalement 6t€ realisees sur une activity electrique 
d6clenchee par injection d'un echelon de courant depolarisant contr61e" en 
amplitude et en duree (figure 6). Les resultats obtenus dans ces conditions sont 
en accord avec les experiences realisees sur l'activite" spontanee. Une 
augmentation a la fois de la phase de post-hyperpolarisation et de la pente de la 
pre-d6polarisation est observee. Ceci se traduit par une augmentation de la 
frequence de decharge, le seuil de declenchement du potentiel d'action dtant 
atteint plus tdt. Aucune modification dans l'amplitude ou la duree du potentiel 
d'action n'a 6t6 observed 

L'ensemble de ces observations tend a exclure un effet direct de la 
subsance de formule (II) sur les canaux sodiques et potassiques puisque 
respectivement ni l'amplitude du potentiel d'action ni sa duree ne sont affectees 
par sa presence. Ces observations confirment done les r^sultats obtenus 
prec&iemment sur l'axone g6ant de blatte. Par contre, la subsance de formule (II) 
augmente la frequence de decharge des potentiels d'actions. Or, ce sont 
principalement les courants calciques de type LVA, transitoire et maintenu, qui 
interviennent dans la phase de pr£-d£polarisation. 

Les deux groupes de courants calciques (i.e., HVA et LVA) sont 
suffisamraent differents pour que Ton puisse dtudier separement Taction de 
composes neuroactifs sur chacun d'eux. GrSce a 1 'utilisation d'un protocole 
experimental permettant d'appliquer deux impulsions depolarisantes 
d'amplitudes differentes, il est possible d'enregistrer uniquement le courant 
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HVA (test d -10 mV h partir d'un potentiel de reference de -100 mV) ou le 
courant LVA global (test & -50 mV h partir d'un potentiel de reference de -100 
mV). Dans le dernier cas, il est Sgalement possible d'enregistrer uniquement le 
courant LVAm en travaillant en presence de 100 yM de chlorure de nickel. Dans 
5 ces conditions, le courant LVAt s'obtient par « soustraction » du courant LVA 
global avec le LVAm. Dans tous les cas, les enregistrements sont obtenus en 
presence d'inhibiteurs sp6cifiques des courants sodiques et potassiques (100 nM 
de t£trodotoxine, 100 mM de TEA-CI et 5 mM de 4-AP, respectivement). 

Lorsqu'une impulsion d^polarisante de +90 mV est appliqu6e au potentiel 

10 de r6f6rence de -100 mV, seul le courant calcique HVA est active Or, 
Pamplitude de ce courant est seulement r6duite de 9% (n = 7) par rapport au 
controle en presence de la substance de formule (II). Cette variation n'est pas 
significative et permet de conclure que le produit agit trfcs peu au niveau du 
courant calcique de type HVA (figure 7). 

15 Lorsque la substance de formule (II) est appliqu6e sur les neurones DUM, 

T amplitude du pic du courant calcique LVA global, enregistr6e en rgponse h une 
impulsion dgpolarisante de +50 mV k partir d*un potentiel de reference de 
-lOOmV, augmente imm&Iiatement (+81% ± 24 ; n = 7 ; figure 8). Par contre, il 
apparait clairement que la composante maintenue mesur^e en fin de l'impulsion 

20 dgpolarisante n'est pas affectde (figure 9). Ces deux experiences orientent done 
vers l'hypothfcse que la substance de formule (II) affecte s61ectivement un des 
deux types de canaux calciques LVA. Cette hypoth&se a 6t6 v6rifi6e en r£it£rant 
Inexperience, mais cette fois en presence de 100 f*M de chlorure de nickel connu 
pour bloquer s61ectivement le courantcalcique LVAt 

25 Les inventeurs floas teS^ggt*? I'amplitude du courant LVAm (figures 

10 et 1 1), ni celle du HVA ne sont modifies (figure 10). Cela confirme done que 
la substance de formule (II) agit sp£cifiquement au niveau du LVAt. 

La figure 12 resume les effets de la substance de formule (II) sur 
T amplitude des diffSrents courant calciques 

30 La substance de formule (II) augmente done la frequence de ddcharge des 
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potentiels (Taction en potentialisant le canal calcique de type LVAt. II y a done 
entree de calcium, done accentuation de la pente de pr€-d6polarisation qui 
permet d'atteindre plus rapidement le seuil de d£clenchement du potentiel 
d'action. 

5 L'analogie entre Toctopamine des neurones DUM d'insectes et la 

dopamine des neurones dopaminergiques de la substance noire du cerveau 
humain, peut laisser envisager qu'un produit actif sur les premiers puisse 
£galement retire sur les seconds. 

S'il s'avfcre que la substance de formule (II) est spScifique aux canaux 
10 calciques d'insecte, cette substance pourrait Stre utilisge dans des insecticides 
comme indiqu€ ci-dessus. 

Si au contraire, cette substance agit 6galement sur les canaux calciques 
LVAt de vertebres, elle pourrait etre utilis^e pour la fabrication de medicaments 
activateurs, par exemple, des neurones dopaminergiques, notamment pour 
15 soigner la maladie de Parkinson, ainsi que comme medicaments destines h 
soigner les pathologies li£es & une diminution de la frequence des potentiels 
d' action des neurones h. activity pacemaker. 
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REVENDICATIONS 

1. Substance neuroactive caract6ris£e en ce qu'elle rtpond k la formule 

5 (0) 



10 




dans laquelle Rl, R2, R3 et R4 sont identiques ou differents et sont des 
radicaux m6thyle ou 6thyle. 
2. Substance neuroactive selon la revendication 1 caract£ris€e en ce 

15 qu'elle rtpond & la formule (I) 



20 




3. Substance neuroactive selon la revendication 2 caract£ris€e en ce 

qu'elle est constitute par la 6S-ac&yl-4R,5R-dim£thyMR(10S)-6poxy-2R- 
25 hydroxy-7R-ac6toxyd6cahydronaphtaRne rdpondant & la formule (II) 
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4. Substance selon la revendication 3 caracterisee en ce quelle est 
extraite du cnidaire Rhytisma fulvum 

5. Subtsance selon la revendication 1,2 ou 3 caracterisee en ce qu'elle 
5 est produite par synthase chimique. 

6. Utilisation d'une substance selon Tune quelconque des revendications 
1, 2 ou 3 pour la realisation d'un r^actif pharmacologique 

10 7. Utilisation selon la revendication 6 caracterisee en ce que ledit reactif 

pharmacologique est un activateur selectif des canaux membranaires calciques 
transitoires a bas seuil d' activation. 

8. Utilisation d'une substance selon Tune quelconque des revendications 
15 1, 2 ou 3 pour la realisation d'un insecticide. 

9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que ladite 
substance est utilisee en association avec un autre insecticide. 

20 10. Utilisation d'une substance selon la revendication 1, 2 ou 3 pour la 

fabrication d'un medicament destine h lutter contre des maladies li6es aux 
troubles de l'excitabilite neuronale. 

11. Utilisation selon la revendication 10 pour la fabrication d'un 
25 medicament activateur des neurones dopaminergiques. 

12. Utilisation selon la revendication 11 pour la fabrication d'un 
medicament destine h lutter contre la maladie de Parkinson. 
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13, Utilisation selon la revendication 10 pour la fabrication d'un 

medicament destine k lutter contre la diminution de la frequence de decharge 
des potentiels d' action des neurones h activity pacemaker. 
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